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(54) Bezeichnung: Elektrochemischer Nachweis yon Nukleinsauren 

(57) Zusammenfassung: Verfahren zur simultanen Detekti- 
on unterschiedlicher Target-Nukleinsauren in einer Probe, 
wobei das Verfahren folgende Schritte umfasst: 

- kovalentes Koppeln einer im Wesenllichen einheitiichen 
Nachweissequenz an die unterschiedlichen Target-Nukle- 
insauren, wodurch Target-Nachweis-ORgonukleotide ent- 
stehen, wobei diese zumindest in einem Teilbereich iden- 
tisch sind, 

- in Kontakt bringen der Target-Nachwels-Oligonukleotide 
mit mindestens einer Elektrode oder einem Elektrodenar- 
ray, umfassend targetspezifische, komplemeritare Fan- 
ger-Oligonukleotide, die auf den Elektroden oder dem Elek- 
trodenarray fixiert sind, wobei die Target-Nachweis-Oligo- 
nukleotide in einer ersten Hybridisierungsreaktion an die 
komplementaren Fanger-Oligonukleotide binden, 

- Zugabe eines im Wesentlichen einheitiichen Marker-Oli- 
gonukleotids, umfassend eine zur Nachweissequenz konv 
plementare Sequenzund ein Markermolekul, wobei in einer 
zweiten Hybridisierungsreaktion das Marker-Oligonukleotid 
an alle in der ersten Reaktion gebundenen Nachweisse- 
quenzen bindet, 

- Detection des Markers. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
gleichzeitigen Detektion verschiedener Target-Nukle- 
insauren in einer Probe mittels eines elektrochemi- 
schen Sensors. 

[0002] Nukleinsauren gehdren zur Stoffklasse der 
langkettigen Polynukleotide, die die Trager der gene- 
tischen Information darstellen. Als Bausteine des Le- 
bens spielen Nukleinsauren Oder deren Aquivalente 
eine zentrale Rolle im gesamten Gebiet der Life-Sci- 
ences (Lebenswissenschaften) und Chemie. 
[0003] Die wiederkehrenden Einheiten von Base, 
Pentose und Phosphorsaure, aus denen Nukleinsau- 
ren bestehen, werden als Nukleotide bezeichnet. Die 
Abfolge bzw. die Strukturen dieser wiederkehrenden 
Einheiten bestimmen die Funktion der Nukleinsauren 
und sind fur jeden Organismus charakteristisch. Das 
heiftt, mit der Detektion einer bestimmten Nukleotid- 
abfolge der in einer Probe vorkommenden Nuklein- 
saure, beispielsweise in einer Trinkwasser- oder Le- 
bensmittelprobe, ist es u.a. moglich, zu bestimmen, 
durch welche Organismen, insbesondere Mikroorga- 
nismen, die Probe kontaminiert ist. Bei der Lebens- 
mittelprufung ist es selbstverstandlich auch moglich, 
nicht nur die Anwesenheit von kontaminierenden Mi- 
kroorganismen oder Parasiten nachzuweisen, son- 
dern auch die Reinheit der Lebensmittel zu bestim- 
men. So kann z. B. bestimmt werden, ob Rind- oder 
Schweinefleisch, das aus religidsen oder gesundheit- 
lichen Grunden in definierten Lebensmitteln nicht 
vorhanden sein sollte, in der Lebensmittelprobe vor- 
kommt. 

[0004] GemaS der Schlussel rolle der Nukleinsauren 
im gesamten Bereich der Life-Sciences sind im Stand 
der Technik eine Vielzahl von Methoden und Vorrich- 
tungen offenbart, mit denen Nukleinsauren bzw. Oli- 
gonukleotide detektiert werden konnen. 
[0005] In einer ersten Naherung ist es moglich, Nu- 
kleinsauren durch Zonenzentrifugation bzw. Gleich- 
gewichtszentrifugation zu bestimmen. Bei bestimm- 
ten Nukleinsauremoiekulen kann auch die Analyse 
mit Hilfe der Elektronenmikroskopie hilfreich sein, um 
beispielsweise eine virale Nukleinsaure in einer Pro- 
be zu detektieren. Derartige Methoden lassen jedoch 
keine detaillierte Bestimmung der anwesenden Nuk- 
leinsauren zu. 

[0006] Eine weitere Nachweismethode ist die Aga- 
rose-Gel-Elektrophorese, die in Kombination mit En- 
do- und Exonukleasen die Untersuchung von Nukle- 
insauremoiekulen ermoglicht. Zahlreiche weitere De- 
tektionsmoglichkeiten machen sich die Fahigkeit der 
Denaturierung und Renaturierung von Nukleinsauren 
zunutze. Bei diesen Verfahren bildet die Fahigkeit der 
Nukleinsauren zur Hybridisierung die Grundlage des 
Nachweises. Hybridisierung ist die sequenzabhangi- 
ge Paarung von einzelstrangigen RNA- oder 
DNA-Molekulen zu einem Doppelstrang - dem Hyb- 
rid. Wenn z. B. uberpruft werden soli, ob ein Stuck 
DNA aus einem Organismus mit dem eines anderen 



Organismus verwandt ist, werden die zu vergleichen- 
den DNA-Abschnitte denaturiert, folgend zur Reas- 
soziation in einem ReaktionsgefaB vereinigt und un- 
tersucht, ob sich ein Strang des ersten Organismus 
mit einem Strang einer DNA des zweiten Organismus 
zu einem Doppelstrang zusammenfinden kann. Auch 
komplementare RNA kann mit DNA ein doppelstran- 
giges RNA-DNA-Hybrid bilden und dadurch zum 
Nachweis und zur Analyse von Nukleinsauren ge- 
nutzt werden. 

[0007] Die WO 00/42217 betrifft ein Nachweisver- 
fahren von Nukleinsauresequenzen mittels der De- 
tektion eines Hybridisierungsereignisses. Dabei die- 
nen einzelstrangige Oligomere mit redoxaktiven Ein- 
heiten, die an einer leitfahigen Flache gebunden sind, 
als Hybridisierungssonde, wobei sich das Stromsig- 
nal an der Elektrode nach der Hybridisierungsreakti- 
on andert. 

[0008] In der WO 01/16361 A2 ist ein Verfahren zum 
Nachweis und zur Quantifizierung von in einer Flus- 
sigkeit befindiichen Biomolekulen offenbart, wobei 
Polymere, die eine spezifische Affinitat zu den Bio- 
molekulen aufweisenj an derOberflache von Elektro- 
den gebunden sind und durch Anlegen einer veran- 
derlichen Spannung die Anlagerung der Biomolekule 
durch Messung der unmittelbaren Spannungsande- 
rung bestimmt werden kann. 
[0009] Weiterhin sind im Stand der Technik Verfah- 
ren beschrieben, bei denen so genannte Fanger-Se- 
quenzen, die an einer Elektrode gebunden sind, kom- 
plementar zu einem Teil des Targets sind, und Nach- 
weissequenzen komplementar zu einem anderen Teil 
des Targets sind, wobei die Nachweissequenzen mit 
einer signalverstarkenden Einheit verbunden sind, 
wie z. B. einem Enzym (WO 00/32813, WO 
99/67628, WO 99/57319). 

[0010] Die genannten Verfahren weisen jedoch 
mehrere Nachteile auf. Die Verfahren, die sich die un- 
terschiedlichen Sedimentationskonstanten oder be- 
stimmte optische Eigenschaften zunutze machen, 
sind relativ ungenau und lassen eine genaue Detek- 
tion der Nukleinsauren nicht zu. Die elektrophoreti- 
schen Verfahren, einschlie&lich der Blottingmetho- 
den, sind sehr teuer und zeitaufwendig. Mit den be- 
kannten elektrochemischen Verfahren ist es nicht 
moglich, mit einer universellen Nachweisreaktion un- 
terschiedliche Analyten unter Ven^endung einer 
Messreaktion zu erfassen. Das hei&t, dass unter- 
schiedliche Analyten jeweils unterschiedlich analy- 
siert oder nachgewiesen werden mussen, so dass 
das Verfahren zur parallelen Bestimmung verschie- 
dener Nukleinsauren relativ aufwendig ist. 
[0011] Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein Ver- 
fahren bereitzustellen, bei dem mit einer universellen 
Nachweisreaktion unterschiedliche Analyten gleich- 
zeitig sicher, effektiv und kostengunstig erfasst wer- 
den konnen. 

[0012] Die Erfindung lost dieses technische Pro- 
blem durch Bereitstellung eines Verfahrens zur si- 
multanen Detektion verschiedener bzw. unterschied- 
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licher Target-Nukleinsauren in einer Probe, wobei 
das Verfahren folgende Schritte umfasst: 

- kovalentes Koppeln einer im Wesentlichen ein- 
heitlichen Nachweissequenz an die unterschiedli- 
chen Target-Nukleinsauren, wodurch Tar- 
get-Nachweis-Oligonukleotide entstehen, wobei 
diese zumindest in einem Teilbereich identisch 
sind, 

- in Kontakt bringen der Target-Nachweis-Oiigo- 
nukleotide mit mindestens einer Elektrode oder ei- 
nem Elektrodenarray umfassend targetspezifi- 
sche, komplementare Fanger-Oligonukleotide, 
die auf den Elektroden oder dem Elektrodenarray 
fixiert sind, wobei die Target-Nachweis-Oligonuk- 
leotide in einer ersten Hybridisierungsreaktion an 
die komplementaren Fanger-Oligonukleotide bin- 
den, 

- Zugabe eines im Wesentlichen einheitlichen 
Marker-Oligonukleotids umfassend eine zur 
Nachweissequenz komplementare Sequenz und 
ein Markermolekul, wobei in einer zweiten Hybri- 
disierungsreaktion das Marker-Oligonukleotid an 
alle in der ersten Reaktion gebundenen Nach- 
weissequenzen bindet, 

- Detektion des Markers. 

[0013] Mit dem erfindungsgema&en Verfahren kon- 
nen daher mehrere verschiedene Target-Nukleinsau- 
ren parallel bzw. simultan unter Nutzung einer ein- 
heitlichen Nachweisreaktion detektiert werden. Das 
erfmdungsgema&e Verfahren kann selbstverstand- 
lich mit anderen Verfahren zur Probenvor- oder 
-nachbereitung kombiniert werden. Insbesondere 
kann die nachzuweisende Nukleinsaure - beispiels- 
weise eine DNA - zunachst denaturiert und folgend 
eine spezifische Region dieser Nukleinsaure mittels 
PCR vervielfaltigt werden. Diese spezifische Region 
ist ein charakteristischer Sequenzbestandteil der zu 
detektierenden Nukleinsaure. ErfindungsgemaB ist 
es in einem ersten Verfahrensschritt mdglich, mittels 
entsprechender Primerpaare diese spezifischen Re- 
gionen der zu detektierenden Nukleinsauren in einer 
PCR zu amplifizieren. Einer der Primer ist dabei z. B. 
an seinem 5-Ende mit einer nichtprimenden Nach- 
weissequenz modifiziert. So ist gewahrieistet, dass 
alle amplifizierten Nukleinsaurefragmente mit einer 
einheitlichen Nachweissequenz verlangert sind, in- 
tern jedoch die targetspezifischen Regionen der ur- 
spriinglich zu detektierenden Nukleinsauren enthal- 
ten. Sofern die zu untersuchende Probe fur das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren auf diese Weise vorbereitet 
wurde, werden beide Strange der aus der PCR her- 
vorgegangenen dsDNA getrennt. Der +Strang, der 
erfindungsgemaB auch als einzelstrangiges Tar- 
get-Nachweis-Oligonukleotid bezeichnet werden 
kann, wird dann in einem weiteren Verfahrensschritt 
mit der Elektrode oder einem Elektroden-Array in 
Kontakt gebracht. Jede Elektrode ist so aufgebaut, 
dass sie eine fur einen bestimmten Abschnitt der Tar- 
get-Nukleinsauren spezifische und komplementare 
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Sequenz tragt. DemgemaB sind diese Target-Nukle- 
insaure spezifischen Sequenzen, die wegen ihrer 
Funktion auch als Fanger-Oligonukleotide bezeich- 
net werden konnen, an den Elektroden immobilisiert. 
Dabei ist es vorteilhafterweise nicht erforderlich, dass 
die Fanger-Oligonukleotide in ihrer Lange der voll- 
standigen nachzuweisenden Target-Nukleinsaure im 
Target-Nachweis-Oligonukleotid entsprechen. Die 
Fanger-Oligonukleotide hybridisieren jeweils mit den 
komplementaren Bereichen der Target-Nukleinsaure 
im Target-Nachweis-Oligonukleotid in einer ersten 
Hybridisierungsreaktion, so dass eine Bindung unter- 
einander und somit an der Elektrode erfolgt. Im Er- 
gebnis dieser ersten Hybridisierungsreaktion hat sich 
demgemali auf der Elektrode ein Hybrid aus Tar- 
get-Nachweis-Oligonukleotid und dem Fanger-Oligo- 
nukleotid ausgebildet, welches auBerdem die durch 
den vorgeschalteten Verfahrensschritt eingefugte 
Nachweissequenz umfasst. 

[0014] Nach dieser ersten Hybridisierungsreaktion 
an den Elektroden ist eine Sortierung der Tar- 
get-Nachweis-Oligonukleotide und somit eine Zuord- 
nung zu einzelnen Elektroden im Array erfolgt. 
[0015] In einem weiteren Verfahrensschritt werden 
einheitliche Marker-Oligonukleotide zugegeben. Die- 
se konnen mit den komplementaren Nachweisse- 
quenzen in den Target-Nachweis-Oligonukleotiden in 
einer zweiten Reaktion hybridisieren, sofern sich auf 
den Elektroden die Hybride aus Fanger-Oligonukleo- 
tid und Target-Nachweis-Oligonukleotid gebildet ha- 
ben. Das heiBt, die Marker-Oligonukleotide und somit 
die an diesen befindlichen Markermolekule werden 
genau auf den Elektroden angekoppelt, auf denen in 
der ersten Hybridisierungsreaktion die Target-Nach- 
weis-Oligonukleotide an komplementare Fanger-Oli- 
gonukleotide binden konnten. Im Anschluss an diese 
zweite Hybridisierungreaktion kann nun in Abhangig- 
keit vom verwendeten Markermolekul mit einer ein- 
heitlichen elektrochemischen bzw. biochemischen 
Nachweisreaktion der Marker detektiert werden. 
[0016] Der Marker kann beispielsweise ein redoxak- 
tives Molekul oder ein Enzym sein, wobei durch eine 
Reduktion bzw. Oxidation des Markers selbst oder 
durch die Reduktion oder Oxidation von Substraten 
bzw. Produkten in einer Enzymreaktion der Marker 
direkt oder indirekt detektierbar ist. Dem Fachmann 
sind weitere Marker bekannt, die durch Enzymreakti- 
onen direkt oder indirekt bestimmt werden konnen. 
Es ist selbstverstandlich auch mdglich, dass redox- 
aktive Markermolekule verwendet werden, die bewir- 
ken, dass die Bindungsreaktion der Marker-Oligonu- 
kleotide an die Nachweissequenzen in den Tar- 
get-Nachweis-Oligonukleotiden, also die zweite Hyb- 
ridisierungsreaktion, zu einer Spannungs- oder Stro- 
manderung fuhrt, und daher z. B. durch Impedanz- 
messung, durch Square Wave-Voitammetrie 
und/oder Differenzial-Puls-Voltammetrie das zweite 
Hybridisierungsereignis bestimmt werden kann. 
Durch das Anlegen einer Spannung und/oder eines 
Stroms an den Elektroden und die Mesung der zwei- 
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ten Hybridisierungsreaktion, die eine unmittelbare 
Anderung der Spannung und/oder des Stroms an 
den betreffenden Elektroden bedingt, konnen die in 
der Probe befindlichen Target-Nachweis-OIigonukle- 
otide detektiert werden. Dem Fachmann sind ver- 
schiedene Formen der Ausgestaltung solcher Ver- 
fahren bekannt. Es ist beispielsweise moglich, dass 
die Messung der zweiten Hybridisierungsreaktion 
uber eine aufgepragte Anderung eines Gleichspan- 
nungssignals mit bestimmter Geschwindigkeit inner- 
halb eines bestimmten Potentialbereichs und Mes- 
sung des daraus resultierenden Gleichstromsignals 
erfasst wird, beispielsweise ais zyklovoltammetrische 
Messung. Selbstverstandlich ist es auch moglich, 
dass die zweite Hybridisierungsreaktion uber ein 
Wechselstromsignal phasensensitiv bestimmt wird, 
insbesondere so, dass das Wechselstromsignal ei- 
nem zyklischen Gleichstromsignal aufgepragt ist. 
[001 7] Die erfolgreiche Hybridisierungsreaktion wird 
also u.a. durch elektrochemische Effekte erkennbar, 
die in vielen Fallen auch zu einer quantitativen Ana- 
lyse nutzbar sind. 

[0018] Unter Immobilisierung im Sinne der Erfin- 
dung sind aile Methoden zur Einschrankung der Be- 
weglichkeit und Losiichkeit von Nukleinsauren, ins- 
besondere von den Fanger-Oligonukleotiden, auf 
chemischen und/oder physikalischen Wegen zu ver- 
stehen. Die Immobilisierung kann durch unterschied- 
liche Methoden erfolgen, wie der Bindung der Oligo- 
nukleotide an Elektrodenflachen, durch Festhalten im 
Netzwerk einer polymeren Matrix oder Umschlie&en 
durch Membranen. Weiterhin ist es selbstverstand- 
lich moglich, die Oberflache der Elektroden mit Po- 
ly-L-Lysinen, Aminosilanen, Aldehydsilanen, Epo- 
xy-Gruppen, Gold, Streptavidin, reaktiven Gruppen, 
Polyacrylamid-Pads, immobilisierter Nitrocellulose, 
aktivierten Aldehyden, Agarose-Aldehyd-Gruppen 
und/oder Tresyl-Gruppen zu beschichten. Durch der- 
artige Substratoberflachenbehandlungen ist es vor- 
teilhafterweise moglich, die Haltbarkeit und die Bin- 
dungskapazitat der Oberflache der Elektroden so zu 
verbessern, dass die Fanger-Oligonukleotide sehr 
gut und stabil uber einen langeren Zeitraum immobi- 
lisiert werden konnen. Durch die Immobilisierung der 
Oligonukleotide (Fanger-Oligonukleotide) kann die 
Elektrodenoberflache nach dem Prozess der Interak- 
tion mit der biologischen Probe leicht wieder regene- 
riert und somit wiederverwendbar werden, indem die 
uber Hybridisierung gebundenen Nukleinsauren wie- 
der abgelost werden, die Immobilisierung der Fan- 
ger-Oligonukleotide aber erhalten bleibt. Die Bindung 
bzw. die Immobilisierung der Oligonukleotide ah den 
Elektroden kann durch direkte Tragerbindung und 
durch Quervernetzung erfolgen. Die Tragerbindung 
bzw. Quervernetzung erfolgt gemaR der Erfindung 
insbesondere ionisch/adsorptiv oder durch kovalente 
Bindung. Die Quervernetzung im Sinne der Erfindung 
ist eine Vernetzung der Detektionsmolekule, das 
heifit der Fanger-Oligonukleotide, untereinander 
oder mit anderen Polymeren. Bei der Immobilisierung 



durch Einschluss werden die Oligonukleotide in Gel- 
strukturen bzw. in Membranen so eingeschlossen, 
dass eine Interaktion mit den nachzuweisenden Tar- 
get-Nukleinsauren nach wie vor moglich ist 
[001 9] Im Weiteren konnen Temperaturerhohungen 
benutzt werden, urn durch Hybridisierung entstande- 
ne doppelstrangige Nukleinsaure-Bereiche wieder 
aufzutrennen. Im Falle von Nukleinsaure-Molekulen, 
die an Elektrodenoberflachen immobilisiert sind, wie 
den Fanger-Oligonukleotiden, kann z. B. eine voru- 
bergehende Temperaturerhohung bis kurz unterhalb 
der Siedetemperatur des Wassers dazu dienen, alie 
hybridisierten Target-Nachweis-Oligonukleotide und 
Marker-Oligonukleotide von der Elektrodenoberfia- 
che zu entfernen und diese dadurch fur den nachsten 
Erkennungsvorgang zu regenerieren. Diese Vorge- 
hensweise zur Regeneration der Elektrodenoberfia- 
che macht haufig wiederholte Temperaturanderun- 
gen zwischen einer oberen Temperatur, bei der die 
komplementaren. Partner getrennt werden, und einer 
unteren Temperatur (meist nahe der Zimmertempe- 
ratur), bei der eine Hybridisierung moglich ist, not- 
wendig. Beide Grenztemperaturen mussen vom 
Fachmann durch Routineversuche eingestellt wer- 
den. Chemische Regenerierungsschritte, die eben- 
falls benutzt werden konnen, beruhen auf der Losung 
der Wasserstoffbruckenbindungen, z. B. durch Harn- 
stoff, NaOH oder Formamid. 
[0020] Das Ablegen der Fanger-Oligonukleotide auf 
den Elektroden fur deren Immobilisierung kann zum 
Beispiel mit physikalischen oder chemischen Metho- 
den erfolgen. Unabhangig von der Art der zu immobi- 
lisierenden Oligonukleotide (spezifische Nukleotidab- 
folge) konnen verschiedene Wege verfolgt werden, 
wie z. B.: 

1. Ablegen und Immobilisieren.von zuvor synthe- 
tisierten Fanger-Oligonukleotiden an definierten 
Positionen eines funktionalisierten Elektrodenma- 
terials. Hierfur konnen sowohl Spotting- als auch 
Druckverfahren eingesetzt werden. Unter Spot- 
ting versteht man Verfahren, bei denen FIGssig- 
keitstropfen abgelegt werden, wobei durch Ober- 
flachenwechselwirkung und Trocknen im Wesent- 
lichen runde Spots entstehen. Andere Druckver- 
fahren ermoglichen das Aufbringen des Immobili- 
sats in definierten Flachen auf der Oberflache. 
Bevorzugt werden die Fanger-Oligonukleotide - 
durch Contact Tip Printing, Ring and Pin Printing, 
Nanopipetting, Buble Jet Printing, TopSpot Prin- 
ting, Micro Contact Printing, Micro Fluidic Net- 
works-Methoden, Photolithographic Activati- 
on-Verfahren, Photoresist Lithography, Electro- 
chemical Focusing und/oder Micro Wet Printing 
immobilisiert. 

2. In situ-Synthese der Fanger-Oligonukleotide an 
definierten Positionen der Elektroden durch suk- 
zessive Kopplung monomerer Synthesebaustei- 
ne. 

[002 1 ] Eine Probe im Sinne der Erfindung ist die Be- 
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zeichnung fur ein durch Probenentnahme entnom- 
menes biologisches oder chemisches Gut oder eines 
Teiles bzw. einer kleinen Menge eines solchen, des- 
sen Beschaffenheit chemisch, biologisch, klinisch 
oder ahnlich gepruft werden soli. Die Probenentnah- 
me erfolgt insbesondere so, dass die entnommene 
Teilmenge einem Durchschnitt der gesamten Menge 
entspricht. Die durch Untersuchung der Probe ermit- 
telten Merkmale dienen der Beurteilung der durch die 
Probe erfassten Menge, die Ruckschlusse auf die 
Gesamtmenge, z. B. Trinkwasser, Lebensmittel, Blut, 
transplantierte Organe u. a., zulasst. Fur die Untersu- 
chung konnen die Proben durch Mischen, Zerteilen, 
Zerkleinem, Zugabe von Enzymen oder Markem 
bzw. anders vorbehandelt werden. Dem Fachmann 
sind verschiedene Moglichkeiten der Vorbehandlung 
der Proben bekannt. 

[0022] Selbstverstandlich kann es auch vorgesehen 
sein, dass die Probe so entnommen wird, dass sie 
keinem Durchschnitt der gesamten Menge ent- 
spricht. Eine Probe konnen alle biologischen und 
nichtbiologischen Materialien sein, wie biologische 
Gewebe und Flussigkeiten, z. B. Blut, Lyrnphe, Urin, 
GehirnflCissigkeit und andere, sowie Trink- und Bade- 
wasser, Umweltabwasser, Bioreaktorenflussigkeiten, 
Lebensmittelinhaltsstoffe, Gefahrenstoffe u.v.a. 
mehr. 

[0023] In einer besonderen Ausfuhrungsform der 
Erfindung erfolgt in einem ersten Verfahrensschritt 
das kovalente Binden der einheitlichen Nachweisse- 
quenz an die in einer Probe befindlichen, potentiellen 
Target-Nukleinsauren in einer PCR mit entsprechen- 
den Primern, wobei einer der Primer an seinem 
5-Ende mit einer nichtprimenden Nachweissequenz 
modifiziert ist. Die Auswahl der Primer richtet sich 
nach der Art der hachzuweisenden Target-Nuklein- 
sauren. Beispielsweise konnen mit Hilfe so genann- 
ter Universalprimer Regionen der 16S rDNA aus Mi- 
kroorganismen amplifiziert werden. Diese Universal- 
primer sind komplementarzu den hoch konservierten 
Bereichen der 16S rDNA, urn eine Vielzahl unter- 
schiedlicher Mikroorganismen zu erfassen. Gleich- 
zeitig flankieren sie einen Bereich der 16S rDNA, der 
fur die jeweils verschiedenen Mikroorganismen spe- 
zifisch ist. Die auf den Elektroden immobilisierten 
Fanger-Oligonukleotide werden aus diesen spezifi- 
schen Bereichen gewahlt und konnen somit ganz be- 
stimmte Mikroorganismen detektieren. Neben den 
Universalprimern konnen auch spezifische Primer in 
der PCR eingesetzt werden, urn beispielsweise Be- 
reiche aus Genen zu amplifizieren, die charakteris- 
tisch fur bestimmte Mikroorganismen oder Mikroor- 
ganismengruppen sind. Unabhangig jedoch von der 
Art der gewahlten Primerpaare wird in jedem Fall 
durch die Modifizierung eines Primers an seinem 
5-Ende mit der nichtprimenden Nachweissequenz 
eine dsDNA amplifiziert, welche nun sowohl die tar- 
getspezifischen Sequenzen enthait, als auch die ein- 
heitliche Nachweissequenz. Fur den eigentlichen De- 
tektionsschritt an der Elektrode wird aus dem doppel- 



strangigen PCR-Produkt das einzelstrangige Tar- 
get-Nachweis-Oligonukleotid gewonnen. Dem Fach- 
mann sind verschiedene Verfahrensweisen diesbe- 
zuglich bekannt. 

[0024] Das Target-Nachweis-Oligonukleotid wird 
anschliedend mit der modifizierten Elektrodenober- 
flache in Kontakt gebracht. In einer ersten Reaktion 
konnen die targetspezifischen Sequenzen des Tar- 
get-Nachweis-Oligonukleotids mit den komplementa- 
ren Sequenzen des auf der Elektrode immobilisierten 
Fanger-Oligonukleotids hybridisieren. In einer nach- 
folgenden zweiten Hybridisierungsreaktion kann nun 
das einheitliche Marker-Oligonukleotid an die kom- 
plementare Nachweissequenz im zuvor entstande- 
nen Hybrid binden. Das Marker-Oligonukleotid ent- 
hait seinerseits ein Markermolekul, mit Hilfe dessen 
der gebildete Oligonukleotid-Komplex auf der Elek- 
trode elektrochemisch nachgewiesen werden kann. 
[0025] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der 
Erfindung kann als Marker ein redoxaktives Molekul 
oder ein Enzym eingesetzt werden. Im Sinne der Er- 
findung kann der Marker demgemali ein redoxakti- 
ves Molekul sein, wie beispielsweise ein Farbstoff 
aus den Stoffgruppen der Phenazine, Phenothiazine, 
Phenoxazine, Indigosulfonate, Viologene oder Tria- 
rylmethan-Farbstoffe, der an der entsprechend pola- 
risierten Elektrode ein Stromsignal bewirkt. Es ist 
selbstverstandlich auch moglich, dass der Marker ein 
Enzym ist, das bei einer Reaktion ein Substrat zu ei- 
nem Produkt umsetzt, wobei die verbrauchten Subst- 
rate/Cosubstrate und/oder die gebildeten Produkte 
so aufgebaut sind, dass sie in einer elektrochemi- 
schen Reaktion an der Elektrode gemessen werden 
konnen. Derartige Verfahren sind dem Fachmann 
aus dem Stand der Technik bekannt. Mit Vorteil ist es 
selbstverstandlich weiterhin mdglich, an diese erste 
Enzymreaktion eine zweite Enzymreaktion zu kop- 
peln, die vorteilhafterweise zu einer Signalverstar- 
kung fuhren kann. Bevorzugt ist hierfur als Markeren- 
zym eine saure und/oder alkalische Phosphatase 
oder Beta-Galaktosidase, die bei der Hydrolyse eines 
geeigneten Substrats (z. B. Phenylphosphat) Phenol 
generiert. Auf einer mediatormodifizierten Elektro- 
denoberflache kann gemaB der Lehre Kotte et al. 
^Analytical Chemistry 67" (1995) Tyrosinase immobi- 
lisiert werden. Tyrosinase katalysiert die Oxidation 
von Phenol zu Catechol und in einem zweiten Reak- 
tionsschritt zu o-Chinon. Der aufgrund der verwende- 
ten Polarisationsspannung der Elektrode in reduzier- 
ter Form vorliegende Redoxmediator reduziert o-Chi- 
non wieder zu Catechol, so dass es vorteilhafterwei- 
se fur einen weiteren Reaktionsschritt wieder zur Ver- 
fugung steht. Diese zyklische Reaktion fuhrt zur Sig- 
nalverstarkung und ermoglicht dadurch die Erfas- 
sung sehr kleiner Messsignale. Der Marker kann er- 
findungsgemafc jedoch auch so aufgebaut sein, dass 
er einen markierten Antikorper umfasst, der bei- 
spielsweise durch Radioimmuntests detektiert wer- 
den kann. 

[0026] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungs- 
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form der Erfindung sind die Elektroden ais Arbeitse- 
lektroden auf einem Array oder Trager angeordnet. 
Die Arbeitselektroden konnen beispielsweise bevor- 
zugt aus Gold, Platin, Silber, Karbon oder anderen 
dem Fachmann bekannten Materialien oder Mi- 
schungen, z. B. auch Dickschichtpasten, bestehen. 
Bevorzugt werden auf die Oberflachen der Arbeitse- 
lektroden die Fanger-Oligonukleotide fur die nachzu- 
weisenden Sequenzen fixiert. Bevorzugt kann dies 
durch Adsorption, Bindung uber reaktive Gruppen 
oderdurch die Fixierung an eine Polymermatrix erfol- 
gen. Selbstverstandlich ist es auch moglich, Leiter- 
bahnen, beispielsweise aus einem Silberplatinge- 
misch, einem Karbonplatingemisch oder aus Kohlen- 
stoffgemischen zu verwenden, wobei die Isolierung 
der Elektroden insbesondere mit einem Epoxidharz 
oder durch andere Lacke erfolgt. Es ist bevorzugt, 
neben den Arbeitselektroden auch Referenz-Elektro^ 
den zu verwenden, die insbesondere aus Platin, Sil- 
ber, Silber/Silberchlorid oder anderen dem Fach- 
mann bekannten Materialien bestehen konnen. 
[0027] Bei der Herstellung von Ultra-Mikroelektro- 
den und Ultra-Mikroelektroden-Arrays (UMA) sind Ar- 
beitselektroden mit einem Durchmesser von wenigen 
Mikrometern oder kleiner bevorzugt, da solche Mikro- 
bzw. Ultra-Mikroarbeitselektroden aus analytischer 
Sicht vorteilhafte Eigenschaften aulweisen. Vorteil- 
hafterweise bestehen qualitative Unterschiede zwi- 
schen Elektroden und Mikroelektroden, die durch die 
Verringerung der Elektrodenflache bedingt sind. Die- 
se sind beispielsweise die Verringerung des Einflus- 
ses von konvektiven Flussigkeitsstromungen auf das 
Elektrodensignal. Die an Mikroelektroden auftreten- 
den Kapazitaten sind vorteilhafterweise sehr klein 
und demgemaB sind die korrespondierenden Lade- 
strome zumeist so unbedeutend, dass elektrochemi- 
sche Prozesse, wie sie durch die zwei Hybridisie- 
rungsreaktionen verursacht werden bzw die elektro- 
chemisch aktiven Marker bzw. Substrate/Produkte 
der Reaktion des Markers, gut detektiert werden kon- 
nen. Die Massentransportrate nimmt mit dem abneh- 
menden Elektrodenradius zu, wodurch der Strom ei- 
nen stationaren Zustand erreicht Da die kapazitiven 
Strome an Mikroelektroden vorteilhafterweise zu- 
gleich verringert sind, wird so eine deutliche Verbes- 
serung des Signal-Rausch-Verhaltnisses erzielt, so 
dass die elektrochemische Reaktion zum Nachweis 
redoxaktiver Marker bzw. Substrate/Produkte des 
Markers mit einem guten Signal detektiert werden 
kann. Vorteilhaft sind die hohen Stromdichten an Mi- 
kroelektroden. Die Mikroelektroden haben den Vor- 
teil, mit geringem Probenvolumen zu arbeiten. 
[0028] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungs- 
form der Erfindung, werden die Arbeitselektroden mit 
einer Gegenelektrode und/oder Referenzelektrode 
verwendet Durch den Einsatz von Arbeitselektroden, 
insbesondere von mindestens zwei Arbeitselektro- 
den, mit der Gegenelektrode und/oder der Referenz- 
elektrode ist es moglich, Storungen der Messung 
weitestgehend zu vermeiden. Bei einer elektrochemi- 
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schen Detektion der Marker kann beispielsweise 
auch vorgesehen sein, dass nur ein Teil der Elektro- 
den die Fanger-Oligonukleotide umfasst und ein an- 
derer Teil nicht. Die verschiedenen Elektroden kon- 
nen dann mit der Probenflussigkeit, welche die nach- 
zuweisenden Target-Nachweis-Oligonukleotide ent- 
halt, in Kontakt gebracht werden. Auf diese Weise 
konnen Interferenzen, die aus der Wechselwirkung 
storender Substanzen in der Probe mit der unbe- 
deckten Elektrode resultieren, erfasst werden. 
[0029] Durch das Zusammenwirken von Arbeitse- 
lektrode-Referenzelektrode und/oder Gegenelektro- 
de konnen beispielsweise wichtige Grolien, wie ins- 
besondere das Konstanthalten der angelegten Span- 
nung, vorteilhafterweise optimiert werden. Dies ist 
insbesondere dann von Vorteil, wenn bei enzymati- 
schen Prozessen pH-Wert-Anderungen und andere 
Modifikationen im System zu Storungen innerhalb 
der Zwei- oder Drei-Elektroden-Systeme - je nach- 
dem, ob mit einer Gegen- oder Referenzelektrode 
oder mit beiden im Zusammenhang mit einer Arbeit- 
selektrode gearbeitet wird - ftihren konnen. Als Ge- 
genelektrode konnen hierbei beispielsweise dem 
Fachmann bekannte Edelstahlelektroden oder Platin, 
Kohlenstoff, Metall-Gemische oder Dickschichtpas- 
ten verwendet werden. Als Arbeitselektrode konnen 
neben den oben genannten bevorzugt Gold-, Kup- 
fer-, Nickel-, Titan-, Blei-, Bleigraphit-Elektroden bzw. 
Mischungen der genannten Metalle oder Mischungen 
in Dickschichtpasten verwendet werden. Selbstver- 
standlich konnen die Metalle auch aufgedampft wer- 
den. 

[0030] Mit Vorteil konnen Arbeitselektroden verwen- 
det werden, bei denen im polarisierten Zustand in ei- 
nem bestimmten Potentialbereich kein Ladungs- 
transfer zwischen der Metalloberflache und der an- 
grenzenden Probenlosung stattffindet. 
[0031] Demgemaft konnen nichtpolarisierbare Elek- 
troden, die ihr Potential bei unterschiedlichen Stro- 
men nicht verandern, insbesondere als Referenze- 
lektroden eingesetzt werden. Urn vor allem einen ho- 
hen Widerstand und somit einen Spannungsabfall im 
Zusammenhang mit einer Zerstorung der Referenze- 
lektrode bei hohen Messstromungen vorzubeugen, 
ist eine Anordnung vorteilhaft, in der der Strom uber 
die Arbeitselektrode und eine zusatzliche Gegene- 
lektrode gefiihrt wird, wahrend die als Bezugselektro- 
de fungierende Referenzelektrode aufgrund ihrer ho- 
hen Impedanz nahezu stromlos bleibt. 
[0032] Besonderes vorteilhaft ist es, wenn alle Ar- 
beitselektroden auf die gleiche Spannung polarisiert 
werden konnen, weil die elektrochemische Nach- 
weisreaktion an alien Elektroden gleich ist. Dadurch 
konnen Storungen vermieden werden, die bei der 
Verwendung mehrerer unterschiedlicher Polarisati- 
onsspannungen fur mehrere Arbeitselektroden mit 
einer gemeinsamen Gegenelektrode sowie einer ge- 
meinsamen Referenzelektrode auf treten wurden. 
[0033] Die Erfindung betriffl auch einen Kit umfas- 
send mindestens (a) eine Elektrode und/oder einen 
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Elektrodenarray, (b) ein Fanger-Oligonukleotid, (c) 
eine Target-Nukleinsaure, (d) eine Nachweissequenz 
fur die Target-Nukleinsaure und/oder (e) ein Mar- 
ker-Oligonukleotid. In dem Kit konnen die Kompo- 
nenten (a), (b), (c), (d) und/oder (e) getrennt oder in 
Kombination voiiiegen. Der Kit kann z.B. aus mehre- 
ren Sets bestehen, wobei in jedem Set jeweils min- 
destens eine Komponente gemafc (a) bis (e) enthal- 
ten ist, wobei nicht alle Komponenten, wie z.B. die 
Target-Nukleinsaure, Bestandteil des Kits sein mus- 
sen. Dem Fachmann ist durch die Offenbarung des 
erfindungsgemalien Verfahrens bekannt, wie er die 
einzelnen Komponenten gemafc (a) bis (e) in Kontakt 
bringen muss, urn eine Target-Nukleinsaure nachzu- 
weisen. 

[0034] Selbstverstandlich kann auch vorgesehen 
sein, dass mehrere Komponenten in dem Kit bereits 
in Kontakt gebracht sind, z.B. kann das Fanger-Oli- 
gonukleotid an die Elektrode und/oder den Elektrode- 
narray gebunden sein; es ist auch moglich, dass wei- 
tere Komponenten nach (a) bis (e) kombiniert oder in 
einer Teilkombination in dem Kit vorliegen. Es ist da- 
her auch moglich, dass eine bestimmte Komponente 
kein Bestandteil des Kits ist. Dies ist beispielsweise 
der Fall, wenn nur die Komponenten gemaB (b), (d) 
und (e) Bestandteil des Kits sind und die Elektrode 
durch den Anwender bereitgestellt wird. Selbstver- 
standlich ist es moglich, dass der Kit insbesondere 
die Elektrode und das Fanger-Oligonukleotid oder 
die Elektrode, das Fanger-Oligonukleotid und das 
Marker-Oligonukleotid getrennt oder in Kombination 
bzw. Teilkombination - bereits in Kontakt gebracht - 
umfasst. Dem Fachmann ist bekannt, dass der Kit 
weitere Komponenten wie Primer, beispielsweise 
Universalprirner oder Binde-Molekule fur die Immobi- 
lisierung umfassen kann. 

[0035] Die Erfindung betrifft auch die Verwendung 
des Kits zum Nachweis einer Target-Nukleinsaure in 
einer Probe. Diese Probe ist insbesondere eine bio- 
logische/chemische Probe wie z.B. ein Lebensmittel, 
eine Abwasser- oder Trinkwasserprobe, Blut oder 
Serum, eine Gewebeprobe oder anderes; es wird auf 
die obigen Ausfiihrungen zu der Zusammensetzung 
der mdglichen Proben verwiesen. 
[0036] Im Folgenden soil die Erfindung anhand ei- 
nes Ausfuhrungsbeispieles naher erlautert werden, 
ohne auf dieses Beispiel beschrankt zu sein. 

Beispiel 

[0037] Das Verfahren wurde fur die Kontrolle von 
Wassem auf die Anwesenheit von Pathogenen ge- 
nutzt. Es gibt verschiedene Leit-Keime, deren Anwe- 
senheit in Wassern auf eine Verunreinigung mit Mi- 
kroorganismen hinweisen, wie Coliforme, Fakalstrep- 
tokokken, Clostridier, Salmonellen, deren Anwesen- 
heit untersucht wurde. Der Nachweis dieser Keime 
erfolgt bisher mittels Methoden, die meist einen 
Schritt der Kultivierung der Keime einschlieBen. Da- 
durch wird einerseits fur die Methoden ein hoher Ar- 



beits- und Zeitaufwand erforderlich, andererseits 
konnen nur kultivierbare Keime nachgewiesen wer- 
den, weshalb sich die bisherigen Nachweismethoden 
bisher auf die kultivierbaren Leitkeime beschranken. 
Die Anwendung des erfindungsgemaften Verfahrens 
(siehe Fig. 1) mit einem DNA-Sensor bzw. DNA-Ar- 
ray-Sensor (Fig. 2) ist von Vorteil, weil damit parallel 
verschiedene Mikroorganismen nachgewiesen wer- 
den konnen, die zudem nicht kultivierbar sein mus- 
sen, denn ein Kultivierungsschritt ist in dieser Metho- 
de nicht erforderlich. Dadurch werden zusatzliche Mi- 
kroorganismen uberhaupt erst nachweisbar und es 
entsteht auch ein Vorteil bezuglich des erforderlichen 
Zeitaufwands. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur simultanen Detektion unter- 
schiediicher Target-Nukleinsauren in einer Probe, 
wobei das Verfahren folgende Schritte umfasst: 

- kovalentes Koppeln einer im Wesentlichen einheit- 
lichen Nachweissequenz an die unterschiedlichen 
Target-Nukleinsauren, wodurch Target-Nach- 
weis-Oligonukleotide entstehen, wobei diese zumin- 
dest in einem Teilbereich identisch sind, 

- in Kontakt bringen der Target-Nachweis-Oligonuk- 
leotide mit mindestens einer Elektrode oder einem 
Elektrodenarray umfassend targetspezifische, kom- 
plementare Fanger-Oligonukleotide, die auf den 
Elektroden oder dem Elektrodenarray fixiert sind, wo- 
bei die Target-Nachweis-Oligonukleotide in einer ers- 
ten Hybridisierungsreaktion an die komplementaren 
Fanger-Oligonukleotide binden, 

- Zugabe eines im Wesentlichen einheitlichen Mar- 
ker-Oligonukleotids umfassend eine zur Nachweis- 
sequenz komplementare Sequenz und ein Marker- 
molekul, wobei in einer zweiten Hybridisierungsreak- 
tion das Marker-Oligonukleotid an alle in der ersten 
Reaktion gebundenen Nachweissequenzen bindet, 

- Detektion des Markers. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das kovalente Koppeln einer Nach- 
weissequenz an die potentiellen Target-Nukleinsau- 
ren in einer PCR durch die Verwendung von Primern 
erfolgt, wobei einer der Primer an seinem 5-Ende mit 
der nichtprimenden Nachweissequenz modifiziert ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass als Marker ein redoxaktives Mo- 
lekul, Enzym und/oder Enzymsystem eingesetzt 
wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspniche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Elektroden als Ar- 
beitselektroden einzeln oder auf einem Array oder 
Trager angeordnet werden. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Arbeitselektroden 
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mit einer Gegenelektrode und/oder Referenzelektro- 
de verwendet werden. 

6. Verfahren nach einern der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, dass alte Arbeitselektroden 
auf die gleiche Spannung poiarisiert werden. 

7. Verfahren nach einern der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet dass die Messung uber 
den elektrochemischen Nachweis der Oxidation/Re- 
duktion des Markers an der/den Elektroden erfolgt. 

8. Verfahren nach einern der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Messung nach 
Zugabe von Substrat uber den elektrochemischen 
Nachweis von Biidung/Verbrauch von (Co)Substra- 
ten/Produkten einer enzymatischen Reaktion erfolgt. 

9. Verfahren nach einern der Anspruche 1 bis 6 
und 8, dadurch gekennzeichnet, dass eine verstar- 
kend wirkende Enzymsequenzfurdie Nachweisreak- 
tion verwendet wird. 

10. Kit umfassend mindestens (a) eine Elektrode 
und/oder einen Elektrodenarray, (b) ein Fanger-Oli- 
gonukleotid, (c) eine Target-Nukleinsaure, (d) eine 
Nachweissequenz fur die Target-Nukleinsaure 
und/oder (e) ein Marker-Oligonukleotid. 

11. Verwendung eines Kits nach Anspruch 10 
zum Nachweis von einer Target-Nukleinsaure in ei- 
ner Probe. 

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen 
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Anhangende Zelchnungen 
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Abb. 1 : Beispiel f&r Nachweisprinzip 
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Abb. 2: Array-Elektroden-Prinzip 
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